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Résumé 
La présence des résidus d'antibiotiques dans le lait cause des effets 
indésirables chez l'homme tels que des réactions allergiques et l'apparition de 
souches bactériennes résistantes aux antibiotiques. Depuis 1970, une variété de 
trousse de dépistage des résidus d'antibiotiques a été développée et 
commercialisée. Ces épreuves sont basées sur différentes méthodes de détection, 
telle que l'inhibition de la croissance bactérienne, des réactions enzymatiques, ou 
encore la fixation à des anticorps spécifiques. En raison de leur facilité 
d'utilisation et de leur rapidité à produire des résultats, les trousses de type 
enzymatique ou immunologique seraient les plus populaires. Cependant, l'usage 
extensif de ces tests a révélé une fiabilité insatisfaisante dans des conditions 
d'élevage. En effet, ces trousses de détection produisent de faux positifs, qui sQnt 
associés à des substances inhibitrices présentes dans le lait, à la teneur en gras et 
en protéines du lait. 
Notre hypothèse énonce que des polymères dont la conformation 
moléculaire est complémentaire à celle des antibiotiques peuvent être synthétisés 
afin d'améliorer la fiabilité des épreuves de dépistage des résidus médicamenteux. 
Nos objectifs sont de synthétiser des polymères à empreintes moléculaires (MlP, « 
molecular imprinted polymer ») pour la molécule de la tétracycline et de mettre au 
point une méthode de détection et de quantification des résidus de ces-
antibiotiques pouvant servir d'épreuve de référence. À la fin de ce projet, on a 
réussi à synthétiser un polymère spécifique pour la molécule de tétracycline, prise. 
comme modèle dans ce travail. 
Mots clés :Polymères à empreintes moléculaires (MlP), tétracycline, PLA, 
. HPLC .. 
Abstract: 
The presence of antibiotic residues in milk causes adverse effects such as allergic 
reactions and development of resistant bacteria. Since 1970, a variety of test kits 
for screnning antibiotics residues in foods was developed and marketed. These 
tests are based on various methods of screnning, ,such bacterial growth inhibition, 
enzymatic reactions, or fixing with specific antibodies. Although, the feasibility of 
these kits, their extensive userevealed unsatisfactory reliability as they pro duce 
many positive forgeries, which inhibit substances present in milk, with the content 
of fat and proteins of milk. Our assumption states that polymers with similar 
molecular conformation could be synthesized in order to improve the reliability of 
the detection tests. The objectives of the CUITent study were to synthesize polymers 
with molecular prints for tetracycline, and to develop a method of detectiori and 
quantification of the antibiotic residues that being able to be used as test of 
reference. At the end of this work, we've synthesized a specific pol ymer for the 
molecule of tetracycline token as a template in this project. 
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Introduction: 
De nombreuses substances chimiques de synthèse sont utilisées de nos 
jours dans l'élevage moderne. Parmi elles, il y a celles qui permettent de traiter les 
maladies parasitaires ou infectieuses des animaux (médicaments antiparasitaires, 
antibiotiques, anti-inflammatoires). D'autres applications chez les animaux 
concernent l'optimisation de la symbiose microbienne au niveau du rumen et de 
l'intestin (additifs à l'alimentation animale). Enfin, des substances permettent de 
maîtriser la physiologie et le métabolisme animal, plus connues sous le nom des 
facteurs de croissance et les hormones. On a recours à ces substances pour 
maintenir la production de viande et du lait au niveau qualitatif et quantitatif 
actuel, indispensable à la satisfaction des besoins alimentaires mondiaux. 
Il y a maintenant de plus en plus de preuves que l'utilisation 
d'antibiotiques dans l'alimentation animale a des conséquences néfastes sur la 
santé humaine. En général, cette utilisation sélectionne des pathogènes résistants et 
des gènes de résistance qui peuvent" être ensuite transférés à l'espèce humaine, à 
l'occasion de la consommation ou de la manipulation d'aliments d'origine 
animale. Des. études récentes ont montré que la résistance aux antibiotiques des 
bactéries d'origine alimentaire peut provoquer une augmentation des cas cliniques, 
un allongement de la durée de la symptomatologie, et une augmentation des cas de 
bactériémies, avec hospitalisation et décès. La persistance de la disponibilité 
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d'antibiotiques efficaces chez l'homme comme chez l'animal dépend de l'usage 
responsable de ces molécules. [l, 2] 
Après leurs grands succès dans la médecine humaine, les antibiotiques sont 
. de plus en plus utilisés pour le traitement des maladies infectieuses chez les 
animaux et les plantes. En outre, la découverte de leur effet sur la croissance des 
animaux, une fois ajoutés en petites ~oses dans leur alimentation, les a rendu 
communs dans la production animale industrielle [3-5]. En effet, l'utilisation des 
antibiotiques dans la production des aliments d'origine animale concerne la santé 
publique car elle favorise la diffusion des bactéries résistantes. Chez les animaux, 
les antibiotiques sont utilisés pour certaines maladies ou à titre "préventif'. Près 
des trois quarts des antibiotiques sont donnés à titre de "prometteurs de 
croissance". Les producteurs donnent 20 fois plus d'antibiotiques aux animaux 
qu'il y a 30 ans. En tout, dans les élevages animaux, on utilise 100 fois plus 
d'antibiotiques que dans la médecine humaine. Et ces chiffres ne reflètent que les 
statistiques officielles puisqu'il existe un marché parallèle d'antibiotiques.[3] 
Les antibiotiques sont des substances chimiques qui ont une action 
spécifique avec un pouvoir destructeur sur les micro-organismes. Ces molécules 
peuvent avoir une action toxique directe (bactéricide); leur efficacité peut être 
également limitée à empêcher le développement des micro-organismes (action 
bactériostatique). Le terme antibiotique est réservé à l'action d'une molécule sur les 
bactéries. Une substance antibiotique est donc un médicament qui a pour effet de 
tuer des bactéries de façon ciblée. Il se distingue d'un antiseptique qui détruit tout 
germe et parfois même la cellule, de rrianière non ciblée. Les antibiotiques 
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réduisent ou bloquent complètement la crOIssance et la multiplication des 
bactéries. Ces propriétés les ont rendues uniques pour le contrôle des maladies 
infectieuses mortelles provoquées par une variété de bactéries pathogènes. On peut 
actuellement traiter parfaitement. des maladies telles que la pneumonie ou la 
méningite. Par contre, il ne faut pas oublier de mentionner que ces antibiotiques, 
malgré leur rôle indispensable dans la médecine humaine, peuvent causer des 
effets indésirables chez l'homme comme chez les animaux, tel que des réactions 
allergiques, des désordres métaboliques et la sélection de bactéries résistantes, 
ainsi que des effets à long terme encore méconnus. 
Il n'y a aucun doute qu'au cours de ces dernières années, on a observé une 
augmentation de la résistance aux antibiotiques. La précarité de la situation 
actuelle provient du fait que, durant les années 1970, nous avons eu l'illusion 
d'avoir gagné la bataille contre les microbes. Durant les années 1980 et 1990, les 
compagnies pharmaceutiques se sont donc tournées vers la recherche de cures 
contre le cancer et autres maladies mortelles. Alors, de nos jours, on fabrique des 
médicaments antibiotiquès à partir des mêmes principes actifs que ceux découverts 
dans les années 1950. Aucune nouvelle famille d'antibiotiques majeure n'a été 
découverte récemment et rien dans nos éprouvettes ne nous permet d'envisager· 
leur venue prochaine. 
De nos jours, beaucoup d'antibiotiques sont connus, malS leur 
surconsommation entraîne des résistances de certaines bactéries à certains d'entre 
eux, et même des multirésistances, au point de rendre à nouveau incurables les 
premières maladies que nous avions traitées avec succès avec les 
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antibiotiques ... [6-8] 
Le mécanisme le plus probable de cette résistance est sans doute que 
l'antibiotique utilisé crée une pression de sélection, qui favorise certaines 
mutations naturelles (même rares), ce qui confère à la bactérie une résistance à 
l'antibiotique en question et donc un avantage sélectif. Certaines bactéries 
(bactéries dites compétentes) sont capables d'intégrer de l'ADN exogène (présent 
dans le milieu) et donc d'acquérir potentiellement des gènes de résistance aux 
antibiotiques d'une autre espèce bactérienne.[9-12] 
C'est en grande partie de la nature même des bactéries que provient 
l'inquiétant phénomène de l'antibiorésistance. Les bactéries sont génétiquement 
versatiles, et capables de réalisations qui vont au-delà de notre imagination. Elles 
se multiplient à un rythme incroyable. Dans des conditions idéales, elles vont 
doubler leur nombre toutes les 20 minutes. Ainsi, durant les derniers 50 ans de la 
médecine anti-infectieuse, l'évolution des bactéries est passée par autant de 
génération~ que l'humanité au cours des dernières 25 millions d'années! [6] 
l/2h lh l,5h 2h 
3h 3,5h 
Après 10 h, une bactérie peut donner naissance' 
à plus de un million de bactéries. 
Figure 1 : Multiplication des bactéries. 
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Il ne faut pas confondre la résistance aux antibiotiques avec la présence des 
résidus d'antibiotiques dans le lait et les viandes. Quand on parle de la 
transmission de la rési~tance aux antibiotiques des animaux aux humains, on parle 
de la transmission de bactéries résistantes, et non de la présence de résidus 
d'agents d'antibiotiques. 
La résistance aux antibiotiques est la conséquence de l'évolution par 
sélection naturelle. L'action de l'antibiotique exerce une pression sélective dans 
l'environnement; les bactéries présentent une mutation leur permettant de survivre 
continuent de se reproduire. Elles transmettent à leur descendance leur gène de 
" 
résistance et donnent une génération de bactéries pleinement résistantes. 
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Plusieurs études ont démontré que le mode d'utilisation des antibiotiques 
comme phytomédicament sur des plantes, comme adjuvant alimentaire ou 
médicament chez les animaux d'élevages, y compris les poissons, et enfin comme 
médicament chez l'homme, influe fortement sur le nombre d'organismes résistants 
qui se développent. Une utilisation excessive des antibiotiques à spectre large, 
comme .la deuxième et troisième génération' de céphalosporines, entraîne une 
résistance tel que celle à la méticilline, et ce même si ces organismes n'ont jamais 
été directement exposés à la pression sélective de la méticilline. [13] 
D'autres facteurs contribuent aux résistances comme les diagnostics 
incorrects, les prescriptions abusives, l'utilisation inappropriée d'antibiotiques par 
les patients, les éleveurs ou les cultivateurs, par exemple en complément 
alimentaire pour une croissance accélérée des animaux d'élevage. 
La résistance aux antibiotiques peut intervenir par le biais d'un ensemble de 
mécanismes non exclusifs: 
La mutation de la cible de l'antibiotique. Chaque antibiotique agit en se fixant 
sur une cible précise dans la cellule: paroi, ribosome ... La présence d'une 
modification consécutive à une mutation modifie le site de fixation et empêche 
ainsi la liaison de l'antibiotique. C'est un des mécanismes de résistance à la 
streptomycine, l'un des premiers antibiotiques utilisés pour traiter la tuberculose. 
La modification de l'antibiotique. De nombreuses souches résistantes fabriquent 
une enzyme qui modifie ou qui clive la molécule d'antibiotique, la rendant 
inactive. C'est le mécanisme principal de résistance aux p-Iactamines (famille de la 
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pénicilline et des céphalosporines) qui implique des enzymes de la famille des ~­
lactamases. 
La réduction de la perméabilité membranaire. La bactérie "ferme" les pores par 
lesquels l'antibiotique pénètre dans la cellule. Ces pores sont normalement 
constitués par des protéines qui forment de canaux et que l'on appelle des porines . 
Les bactéries résistantes réduisent leur nombre de porines. 
L'efflux des antibiotiques. Les bactéries sont capables d'éliminer les antibiotiques 
par pompage actif hors de la cellule, qui "recrache" littéralement les composés 
toxiques au-dehors. C'est l'un des principaux mécanismes de résistance de 
Pseudomonas aeruginosa, pathogène opportuniste responsable de nombreuses 
infections nosocomiales. [13-18] 
Plusieurs facteurs contribuent· à cette résistance comme l'utilisation des 
antibiotiques plus comme outil de production animale qu'en tant que médicament; 
le manque d'information parmi les praticiens de la santé sur 1'antibiorésistance ; 
les grandes industries pharmaceutiques qui essaient d'influencer ces derniers dans 
leur comportement afin de prescrire les antibiotiques même quand ce n'est pas 
nécessaire. 
La maîtrise de ce risque repose sur l'évaluation toxicologique complète de 
toutes les substances ~tilisées dans les domaines de la production animale. Les 
principes qui doivent· être appliqué dans le· traitement des animaux avec les 
antibiotiques sont simples. Un diagnostic précis s'avère essentiel pour que le 
médicament soit efficace au maximum, de bonnes pratiques de gestion, et le plus 
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important c'est que la posologie recommandée soit suivie à la lettre afin d'obtenir 
une efficacité maximale sans mettre les animaux en danger ou risquer la santé 
humaine. 
Dans quelques pays, une surveillance active pour l'antibiorésistance contre 
les bactéries d'origine animale ou celles qui se trouvent dans les aliments d'origine 
animale est déjà mise en place et à prouver son efficacité. [ 19] 
De leur côté, l'industrie des médicaments vétérinaires, face au problème de 
la résistance aux antibiotiques chez les animaux de ferme plus précisément, a 
financé de multiples études indépendantes sur cette question et continue d'élaborer 
de nouveaux programmes de recherche. Ces études ont réussi à démontrer la 
liaison directe entre l'utilisation des antibiotiques chez les animaux et 
l'augmentation de la résistance aux antibiotiques chez les humains. Un exemple 
qui illustre très bien ce phénomène est l'apparition de Salmonella et de 
Campylobacter sans oublier plus récemment la bactérie Enterococcus. 
La figure 2, à titre d'exemple, montre l'émergence de la résistance de la 
Salmonella typhimurium contre les quinolones après l'introduction des 
tluoroquinolones dans la médecine vétérinaire en 1993 au Royaume-Uni. On peut 
voir clairement l'augmentation d'approximativement 15% de la résistance chez les 
humains et cela seUlement au cours de 3 ans d'utilisation de ces drogues dans la 
médecine vétérinaire. Alors on peut estimer l'ampleur ou l'amplitude que prend ce ( 
phénomène. [20] 
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Figure 2 : Émergence de la résistance de la Salmonella typhimurium 
contre les quinolones après l'introduction des fluoroquinolones dans la 
médecine vétérinaire. [21] 
Les résidus d'antibiotiques sont quant à eux, d'infimes quantités (ou traces) 
de ces agents qu'on retrouve dans la viande ou le lait après le traitement. Il ne faut 
pas oublier de mentionner que les résidus d'antibiotiques n'augmentent pas le 
risque de développement de l'antibiorésistance. 
Au Québec, à titre indicatif, les résidus dans le lait ont entraîné en 2002 des 
pertes économiques de 1,64 millions de dollars. [22] Ces pertes augmentent 
malgré la mise en place en 1999 d'un système de prévention par la Fédération des 
Producteurs de Lait du Québec. Cela a poussé Santé Canada à établir les niveaux 
de résidus d'antibiotiques considérés sans risque et dont la présence est acceptable 
dans les tissus de l'animal ou dans le lait au moment de la transformation. Les 
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autorités provinciales assurent la surveillance des produits laitiers, alors que 
l'Agence canadienne d'inspection des aliments procède à l'inspection d'installation 
de transformation de la viande afin de s'assurer que toute la viande est exempte de 
résidus dangereux.[22] 
Les dangers liés à la présence de résidus d'antibiotiques dans la viande sont 
par exemple: 
o Dans le corps humain, une faible quantité de pénicilline est métabolisée en 
acide pénicillinique, un haptène puissant. Des cas de réactions allergiques 
chez des personnes ayant consommés des produits camés préparés à partir 
d'animaux traités aux antibiotiques ont été rapportés, mais de tels cas ne 
sont pas relatés dans les publications scientifiques. 
o Réactions allergiques chez les personnes sensibilisées. La pénicilline cause 
les accidents les plus graves et elle provoque des réactions plus souvent 
que tous les autres antibiotiques combinés. 
o Apparition de souches bactériennes résistantes aux antibiotiques. C'est Wl 
point important à considérer sur le plan de l'utilisation d'antibiotiques dans 
l'alimentation des animaux. 
o Effets toxiques directs possibles de faibles quantités d'antibiotiques sur une 
période prolongée. 
La surveillance de la présence de résidus d'antibiotiques chez les 
principales espèces d'abattages vise à vérifier que les méthodes d'utilisation 
courantes des antibiotiques ne. laissent pas de résidus dans la viande. On recherche 
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surtout les animaux ayant subi un traitement thérapeutique et que la période de 
retrait n'a pas été respectée. Les animaux qui présentent des marques d'injection ou 
des conditions chroniques non fébriles, comme entre la mammite, l'arthrite, la 
métrite sont considérés comme suspects et doivent subir des épreuves pour la 
détection des résidus d'antibiotiques. 
L'échantillonnage aux fins d'épreuves d'analyse n'est qu'un des éléments du 
programme de contrôle de résidus d'un pays et ne suffit pas par lui-même à réaliser 
dans sa totalité l'objectif de protection de la santé publique. L'échantillonnage est 
un instrument mis en oeuvre dans le cadre du système de production de 
l'information qui doit permettre de déterminer si l'offre de denrées alimentaires 
satisfait aux prescriptions fixées en matière d'hygiène publique, c'est-à-dire, en 
l'espèce, si la concentration de résidus de médicaments vétérinaires est comprise 
dans les limites 'spécifiées. L'échantillonnage peut avoir des objectifs divers et fait 
appel à différénts paramètres statistiques.[23] 
Les ,divers objectifs que peut réaliser l'échantillonnage ainsi que des' 
instructions techniques en vue de l'échantillonnage des produits sont de la 
compétence du présent Comité du Codex.[19] Du fait même qu'ils ont recours aux 
normes du Codex, y compris les méthodes d'échantillonnage adoptées d'un 
commun accord, les pays membres peuvent se mettre en conformité avec l'Article 
III de l'Accord général sur les tarifs douaniers et le commerce. Lors d'un 
échantillonnage visant à déceler le niveau de résidus d'une substance ajoutée et 
réglementée, médicament vétérinaire par exemple, il est important de procéder aux 
prélèvements aussi près que possible de l'endroit où les animaux élevés en vlie 
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d'une production alimentaire sont soignés et abattus, en troupeaux ou en groupes. 
Dans le cas de la recherche de résidus dans les tissus, c'est au stade de l'abattage 
que l'échantillonnage sera le plus significatif. Pour les autres produits alimentaires 
qui sont de la compétence du présent Comité, le miel par -exemple, 
l'échantillonnage le plus significatif du point de vue des résidus s'effectuera au 
moment de la récolte, avant l'assemblage des échantillons livrés par différents 
producteurs.[19,23] 
Un échantillonnage pratiqué à l'abattoir, lors de l'abattage d'un troupeau ou 
avec abattage préliminaire d'un petit -nombre d'animaux ou de volailles d'essai, 
pourra comporter l'analyse d'échantillons prélevés sur des animaux ou volailles 
vivants. Dans ce cas, les analyses _ pratiquées sur des tissus prélevés sur des 
animaux d'essai ou de liquides corporels d'animaux vivants peuvent fournir des 
résultats à l'inspecteur avant que le troupeau ne soit présenté à l'abattage ou à 
l'expédition. 
Les données relatives aux résidus ne fournissent pas seulement des 
informations de profil ; elles permettront également de poursuivre l'action 
réglementaire. Les résultats pourront notamment être utilisés pour repérer les 
producteurs qui mettent sur le marché des animaux 0U autres denrées alimentaires 
de la compétence de ce Comité dont les concentrations de résidus enfreignent les 
limites spécifiées. 
L'échantillonnage sans erreur systématique doit présenter une fiabilité 
statistiquement spécifiée. Celle-ci peut s'exprimer par référence à un niveau de 
confiance et à un taux de prévalence .. Par exemple, l'échantill0t:mage peut être 
conçu pour détecter, avec ùne certitude de 95%, une prévalence se produisant chez 
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1 % des animaux en bonne santé soumis à l'inspection. Une fois établis le niveau de 
confiance et le taux de prévalence, le nombre d'échantillons nécessaire pour 
atteindre l'objectif recherché. peut être déterminé à partir du Tableau ci-
dessous.(Tableau 1). [23] 
Prévalence Nombre minimum d'échantillons requis 
des infractions (%) pour détecter une infraction avec un 
dans une population niveau de confiance de: 
90% 95% 99% 
35 6 7 11 
30 7 9 13 
25 9 11 17 
20 11 14 21 
15 15 19 29 
10 22 29 44 
5 45 59 90 
1 230 299 459 
0,5 460 596 919 
0,1 2302 2995 4603 
Tableau 1 : Nombre d'échantillons requis pour détecter au moins une 
infràction avec des probabilités prédéfinies (90,95 et 99%) dan,s une 
population ayant un taux de prévalence d'infractions connu.[23] 
Au plan international sur la surveillance de la présence des résidus 
d'antibiotiques chez les animaux, on retrouve le Codex Alimentarius qui' est un 
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organe subsidiaire de l'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et 
l'agriculture et de l'Organisation mondiale de la santé qui a été créé pour mettre au 
point des normes de sécurité alimentaire universellement acceptées.[19] Ces 
normes visent à protéger la santé des consommateurs et à garantir des pratiques 
commerciales équitables. La Commission se compose. de 138 pays membres. Le 
Codex Alimentarius tient à garantir en premier lieu que les consommateurs 
disposent de produits d'une qualité acceptable minimale, sains et sans danger pour 
la santé. Il compte plus de 200 normes, du format prescrit, visant les aliments 
individuels ou des groupes d'aliments. Il comprend des normes générales, qui sont 
fondamentales pour protéger la santé des consommateurs, sur l'hygiène des 
aliments, les additifs alimentaires, les contaminants et les toxines dans les aliments 
et sur les aliments irradiés. Il contient, en outre, la norme générale pour 
l'étiquetage des denrées alimentaires préemballées visant à assurer des pratiques 
loyales dans la vente des aliments, tout en guidant les consommateurs dans le 
choix des produits, ainsi qu'un code d'usage international recommandé pour le 
contrôle de l'utilisation des médicaments vétérinaires qui vise expressément à 
prévenir l'utilisation de médicaments vétérinaires pouvant nuire à la santé 
humaine. 
Le Codex Alimentarius comprend également plusieurs codes d'usage 
technologiques destinés à garantir que le traitement, le transport et le stockage 
d'aliments produits selon les normes Codex donnent lieu à un produit final sain et 
de la qualité escomptée. De même, des limites maximales de résidus pour les 
pesticides, les médicaments vétérinaires et des limites maximales pour les additifs 
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alimentaires et les contaminants ont été fixés pour que les consommateurs ne 
soient pas exposés à des niveaux dangereux pour leur santé. 
La limite maximale de résidus (LMR) est la concentration maximale de 
résidu résultant de l'utilisation d'un médicament vétérinaire que la Commission du 
Codex Alimentarius recommande d'autoriser légalement ou de reconnaître comme 
admissible dans un ou sur un aliment. [19, 24-26] Elle est basée sur le type et la 
quantité de résidu considéré comme ne présentant pas de risque d'ordre 
toxicologique pour la santé humaine tel qu'indiqué par la dose journalière 
admissible, ou sur la base d'une dose journalière admissible temporaire qui utilise 
un facteur de sécurité supplémentaire. Elle tient compte également d'autres risques 
de santé publique pertinents ainsi que des aspects de technologie alimentaire. 
Quand on établit une limite maximale de résidus, on fait entrer en ligne de compte 
les résidus qui se trouvent dans les aliments d'origine végétale ou qui proviennent 
de l'environnement. En outre, la LMR peut être réduite en fonction des bonnes 
pratiques d'utilisation des médicaments vétérinaires et dans la mesure où des 
méthodes d'analyse sont disponibles. La concentration maximale de résidus "est 
exprimée en mg/kg ou Tg/kg sur la base du poids du produit frais sauf avis 
contraire. Aussi pour éviter que la présence de résidus médicamenteux dans les 
aliments ne constitue une entrave aux échanges internationaux, il faut normaliser 
les épreuves utilisées pour déceler les résidus de médicaments, normaliser les 
méthodes permettant de déterminer la LMR et mettre en œuvre des programmes de 
surveillances active des résidus. 
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Quoique le Codex Alimentarius constitue notre première ligne de défense, 
il y a des méthodes d'analyses des résidus d'antibiotiques. Il y a des méthodes 
analytiques plus spécifiques comme la chromatographie liquide HPJ.,C pour une 
détection de ces résidus ou aussi pour une détection multi-résiduelles, mais cette 
méthode n'est pas très pratique pour une utilisation journalière, plus le fait que la 
présence d'un technicien est indispensable pour le bon déroulement du test de 
dépistage. 
On choisit le lait comme modèle pour étudier la présence et la détection des 
résidus des antibiotiques. Plusieurs études ont été faites sur la présence des résidus 
dans la viande avec des résultats encourageants, c'est ce qui nous a poussé à faire 
ce travail sur le lait comme modèle. 
D'une autre part et en raison de la grande utilisation des antibiotiques, les 
trousses de dépistage des résidus antibiotiques dans le lait actuel visent avant tout 
la détection des pénicillines et des céphalosporines. Par contre, les trousses pour 
les autres classes d'antibiotiques ont connu un développement moindre malgré 
l'utilisation répandue en élevage de ces derniers, en particulier celle de 
l' oxytétracycline et la sulfadoxine. [27-29] 
Les sulfamides restent parmi les agents antibactériens les plus largement 
répandus en médecine vétérinaire, principalement en raison du bas coût et de leur 
efficacité relative dans quelques maladies bactériennes communes. En plus, 
l'augmentation de l'effet synerglque des sulfamides en présence ~e 
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diaminopyrimidines spécifiques (tel que le trimethoprime) a ajouté une autre 
dimension à la thérapie avec les sulfamides. 
L.es antibiotiques de la famille des tétracyclines sont utilisés chaque jour 
dans la médecine vétérinaire pour la prévention et 'pour le contrôle des maladies. 
Ce sont des dérivés semi-synthétiques obtenus à partir de cultures de 
Streptomyces. Elles comportent un cycle octahydronaphtacène, substitué par 
diverses fonctions qui modifient à des degrés divers l'activité antibactérienne de 
ces molécules, l'absorption gastro-intestinale, l'affinité envers des cations 
divalents ou trivalents ainsi que la liaison aux protéines. Les tétracyclines sont 
principalement des agents bactériostatiques qui inhibent la synthèse protéique de la 
bactérie en se liant à la sous-unité 30S et, à un degré moindre, à la sous-unité 50S 
des ribosomes. Elles peuvent aussi altérer la membrane cytoplasmique, entraînant 
une fuite des coniposantsintracellulaires tels que les nucléotides. [3 0-32] 
T étracycl ine Oxytétracycline 
Figure 3 : Structure de quelques tétracyclines 
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Les tétracyclines en général ont des spectres d'action semblables. Elles 
sont actives contre de nombreux types de micro~organismes, comme les. 
rickettsies, les genres Chlamydia sp et Myeoplasma sp, lès bactéries gram-
positives telles que Bacillus ;anthracis, Clostridium .perfringens, Clostridium. 
te tan i, Listeria. monoeytogenes, Noeardia sp, Propionibaeterium .aenes, ainsi que 
certaines souches de staphylocoques et de streptocoques et de bactéries gram-
négatives, incluant Bordetella. pertussis, Brueella, Neisseria. gonorrhoeae sp, 
Neisseria. meningitidis, Shigella sp, Vibrio. eholerae et Yersinia. pestis. La 
tétracycline a été utilisée dans le traitement polychimiothérapeutique de l'ulcère 
gastro-duodénal associé à He/ieobaeter. pylori. [32-35] 
La résistance aux tétracyclines peut être naturelle ou acqUise, elle a 
généralement pour résultat une diminution de la perméabilité de la paroi cellulaire 
du micro-organisme à travers les tétracyclines. Il existe une résistance croisée 
complète entre les divers membres de la classe des tétracyclines, à l'exception de 
la minocycline pour laquelle la résistance n'est que partiellement croisée.[36-38] 
Cependant, l'utilisation de ces médicaments est devenu un sérieux 
problème en ce qui concerne la santé flUmaine car ils laissent des résidus dans le 
lait ou la viande qui peuvent être directement toxiques ou peuvent causer· des 
réactions allergiques· chez certains individus hypersensibles. Plus important 
encore, les doses de bas niveaux d'antibiotique dans les aliments consommés sur 
une longue période peuvent amener à des problèmes de diffusion de la résistance à 
ces antibiotiques. Par exemple, la norme actuelle de résidus acceptés pour la 
tétracycline dans le lait ou la viande est de 100 Ilg 1 kg . Pour détecter les résidus 
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de la tétracycline dans le lait et dans les aliments, il y a plusieurs eSSaiS 
biologiques largement utilisés comme méthodes de criblage, bien que ces 
dernières manquent de spécificité et donnent seulement des mesures sem! 
quantitatives des résidus détectés et qu'elles produisent parfois de faux résultats 
positifs.[29, 39,40] 
Les épreuves de dépistage signalent souvent à tort la présence de résidus 
(faux positifs) mais aussi leur absence (faux négatifs), en particulier lors de 
contrôles individuels des vaches 'à la ferme. Ces problèmes sont associés à des 
substances inhibitrices présentes dans le lait, à sa teneur en gras et en protéines, à 
des caractéristiques physiologiques des vaches ainsi qu'à des indicateurs de leurs 
processus pathologiques [28, 41-47]. Le manque de fiabilité des épreuves de 
. dépistage proviendrait de leur tendance à cibler les groupements fonctionnels des 
antibiotiques, qui diffèrent à l'intérieur d'une même classe de produits mais qui 
peuvent être présentes aussi sur des molécules non apparentées. Ceci expliquerait 
les problèmes de spécificité excessive pour certaines épreuves de dépistage et de 
spécificité insuffisante pour d'autres. 
Pour avoir une vue d'ensemble sur les trousses de dépistage commerciales 
des résidus des antibiotiques dans le lait de vache, des tests ont été fait au 
laboratoire tout en changeant différents paramètres tels que le pH, le taux des 
protéines, les gras et les cellules .somatiques. Les trousses utilisées dans ce test 
sont ROSA® (Charm sciences Inc.) et SNAP® (ldexx laboratories). Le test 
ROSA® . est censé détecter la présence des résidus des antibiotiques 
(oxytétracycline dans notre cas) dans le lait à 50 Jlg/l; tandis que le test SNAP® 
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est censé les détecter à 30 Ilg/l. Après incubation et lecture (selon les directives du 
fabricant), les figures 4,5 et 6 représentent un aperçu des résultats obtenus par 
l'équipe du Dr. Jérôme DelCastillo. 
100 
1 .ao r 160 
! 40 -&ROSA 1 
"" 20 
-fr-SNAP 
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Figure 4 : Sensibilité des tests ROSA® et SNAP® en fonction de la 
concentration d'oxytétracycline dans le lait. 
Cette figure démontre la détection prématurée de la présence des résidus 
dans le lait. Le ROSA® qui est censé détecter à 50 Ilg/I, aux alentours de 30 Ilg/l 
on a déjà 60% des tests q~i nous disent qu'il y a présence de 1'?xytétracyc1ine 
donc des faux positifs. Même chose pour le test SNAP® qui à 4 jlg/l seulement, on 
a déjà 100 % de faux positifs. Cette expérience nous démontre tout simplement le 
manque de spécificité et ~e fiabilité de ces tests commerciaux qui sont largement 
utilisés. Pour aller un peu plus loin avec cette expérience, on a décidé de faire 
varier des facteurs pour voir leur influence sur le résultat. On a procédé par une 
fortification du lait avec OxTC (0 à 200llg/I). 
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Par la suite, il a été fractionné et reconstitué, en appliquant un plan 
factoriel, avec (écrémage ---t microfiltration ---t mélange ---t concentration) des 
protéines (3 niveaux: bas, moyen et élevé), du gras (3 niveaux aussi) et enfin avec 
des cellules somatiques (2 niveaux, présences ou absences). On prend du lait fraÏs 
comme témoin et du lait mammiteux (avec un pH plus alcalin). 
Test=ROSA 
100 0. 
BO 
,: 
!li 60 1 
-e- FRA.DS J -13- MAMMITEUX 40 
4 RECONSTITUË ;Il. 
2{} 
06---~~~~~~~~~~ 
0.1 5 1D 50 100 300 
Concentration OTe ~",glq 
Figure 5: Prévalence du test ROSA® positif en fonction de la 
concentration d'oxytétracycline et de la composition du lait. 
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Figure 6: Prévalence du test SNAP® positif en fonction de la 
concentration d'oxytétracycline et de la composition du lait. 
On peut observer que le test SNAP® est plus sensible que le test ROSA® 
et que le type du lait affecte les résultats. Le lait reconstitué diminue plus ou moins 
la sensibilité tandis que le lait mammiteux augmente la sensibilité donnant ainsi 
des faux positifs même à des concentrations infimes 0.5 Jlg/l. 
Il Y a donc un besoin pour le développement d'un test simple et rapide, 
réalisable par des non-spécialistes avec un équipement réduit afin de résoudre ce 
problème de spécificité, et pour avoir une détection infaillible pour les résidus 
d'antibiotiques. 
Les polymères à empreintes moléculaires, mieux connus sous le nom des 
MIP « molecular imprinted polymer » se présentent comme d'excellents candidats 
( 
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pour effectuer cette détection. Ces polymères sont construits ou solidifiés en 
présence de la molécule à chercher de façon à ce qu'il y ait des sites 
tridimensionnels spécifiques qui permettent de la capter. Cette technique a été 
développée avec succès pour différents antibiotiques. [48-50] 
L'odorat et le goût sont des sens capables de reconnaître sélectivement des 
molécules, allant même jusqu'à la discrimination dé leur forme chirale. Cette 
propriété qui est "appelée reconnaissance moléculaire est essentielle à toute forme 
vivante[51-53]. Elle est fondée sur le principe d'une interaction spécifique entre un 
récepteur et une molécule cible, qui va être identifiée parmi une multitude 
d'autres, puis absorbé sélectivement. Les enzymes représentent l'archétype même 
de récepteurs fonctionnant sur le principe de la reconnaissance moléculaire. Leurs 
sites de complexation sont constitués d'une poche hydrophobe de forme définie, à 
l'intérieur de laquelle des acides aininés sont placés de façon bien précise dans 
l'espace. La combinaison de ces différentes caractéristiques est à l'origine non 
seulement de l'affinité pour un substrat particulier, mais aussi de la transformation 
de ce dernier en le produit désiré [54, 55]. 
L'élégance des différents systèmes naturels de reconnaissance moléculaire 
a poussé les scientifiques, sinon à l'imiter, du moins à transposer les concepts qui 
s'en dégagent. Des molécules réceptrices de faible poids moléculaire ont été en 
effet synthétisées (éthers couronnes, cyclodextrines, cryptophanes, cyclohanes et 
molécules concaves) [56-58]. Il a été montré que leur qualité de récepteur 
spécifique repose sur la présence d'une cavité ayant la forme de la molécule à 
reconnaître, et de sites de complexation (sous forme de peptides, d'acides aminés 
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ou de sucres) dans un arrangement spatial défini recréant le concept enzymatique. 
Cependant, ces récepteurs sont difficiles à élaborer (synthèses multi-étapes) et ne 
sont pas toujours adaptés à la reconnaissance de grandes molécules comme celles 
de la chimie du vivant. 
L'alternative la plus attrayante consiste à synthétiser le récepteur à partir de 
la molécule cible prise comme gabarit: c'est la technique d'empreinte moléculaire 
(Molecular imprinting) [59-67]. Il s'agit de créer l'image complémentaire de la 
molécule cible par polymérisation, en sa présence, de monomères fonctionnels 
[68-70]. Cette méthodologie simple et souple d'emploi a été découverte par 
Dickey et ses collaborateurs qui ont décrit dés 1949 la création de la 
"mémoire" moléculaire en imprimant des gels de silice par des pigments [71]. Les 
domaines d'applications de cette technique sont très variés: la chromatographie 
d'affinité, l'immunoanalyse, les biocapteurs, la catalyse, etc. Il est donc important 
de développer des récepteurs, hautement sélectifs et d'un coût raisonnable. 
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L'impression moléculaire consiste à créer des matériaux synthétiques, 
organiques ou inorganiques, possédant des cavités de reconnaissance moléculaire 
spécifiques (figure 7). Pour obtenir cette spécificité (des cavités de forme définie 
et des groupes fonctionnels placés dans une orientation prédéterminée), les 
groupes fonctionnels qui se trouvent sous une form.e polymérisable sont liés en 
plusieurs points à un gabarit approprié (figure 7, étape 1). Les interactions mises 
en jeu entre le groupe fonctionnel et le gabarit peuvent être covalentes ou non 
covalentes. Le monomère fonctionnel est ensuite polymérisé dans des conditions 
• 
. conduisant à la formation d'une matrice hautement réticulée (figure7, étape 2) . 
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Après l'élimination du gabarit, une empreinte demeure, se caractérisant par une 
cavité fonctionnalisée dont la forme, la nature des fonctions et l'espacement 
constituent des points de reconnaissance complémentaires de la molécule cible. 
(figure 7, étape 3). Ces sites complémentaires sont alors capables de reconnaître 
efficacement et sélectivement la molécule cible. La réticulation du réseau 
poiymérique organique et/ou inorganique a alors pour but de maintenir la structure 
tridimensionnelle de la matrice et d'assurer l'effet de mémoire de l'empreinte 
après l'élimination du gabarit. 
Figure 7 : Illustration schématique du principe d'impression moléculaire. 
Tout au long de la procédure d'impression, les sites de complexation seront 
mIS à contribution mais leur fonction variera selon l'étape considérée, les 
propriétés requises étant différentes pendant la polymérisation, l'élimination du 
gabarit et la reconnaissance moléculaire ultérieure de lamolécule cible . 
• 
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Tout d'abord, l'interaction entre le gabarit et les groupements fonctionnels 
doit être la plus forte possible pendant le processus de polymérisation et de 
réticulation, pour assurer le plus efficacement possible l'empreinte par un 
positionnement spatial précis des fonctions complémentaires (distances et 
orientations) et par une impression fidèle de la forme globale de la molécule. Le 
gabarit doit ensuite être éliminé le plus complètement possible, dans des 
conditions relativement douces pour préserver cet arrangement spatial. Enfin, les 
sites de complexation de l'empreinte, laissés après l'élimination du gabarit, 
doivent Ç!ngendrer avec le substrat ciblé une association (souvent nommée 
complexation) aussi rapide et réversible que possible. De~ matériaux de très haute 
spécificité seraient alors obtenus si l'ensemble de ces critères est respecté. Les 
interactions mises en jeu peuvent être covalentes ou non covalentes. 
Dans l'approche non covalente, les points de reconnaissance mettent en jeu 
des interactions faibles de type liaison hydrogène, électrostatique, hydrophobe ou 
par liens de coordination. C'est la méthode la plus simple pour produire des 
1 
polymères spécifiques. Des adduits ou agrégats monomère/gabarit, définis au 
mieux, sont formés in situ en mélangeant simplement les réactifs. Après 
polymérisation, le gabarit est éliminé par extraction avec un solvant approprié 
(figure 8,9). Pendant le processus de reconnaissance entre le polymère imprimé et 
la molécule cible; un ensemble de liens non covalents similaires sera recréé. 
L'impression moléculaire dite « non covalente », a conduit à des matériaux très 
sélectifs, présentant d'excellentes performànces de séparation, dans certains cas 
• 
aussi bonnes que celles obtenues avec des interactions covalentes beaucoup plus 
. fortes [67, 72, 73]. 
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Figure 8 : Impression moléculaire via une approche non covalente. 
OH 
+ 
, Imptinting 
/ -~ .. ~-
C-o'Ho-"" , ..... 
Ha.:.-., =0 
Figure 9 : Schéma représentant les réactions de la polymérisation des 
MIP en présence de la TC 
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Dans l'approche covalente, des dérivés polymérisables de la molécule cible 
sont synthétisés au préalable en connectant le monomère fonctionnel et le gabarit 
en un ou plusieurs points par des liaisons covalentes. Après polymérisation, les 
liaisons covalentes sont clivées par voie chimique, entraînant l'élimination du 
gabarit et la libération des sites fonctionnels de l'empreinte ainsi créée (figure 10). 
Pendant le processus de reconnaissance entre le polymère imprimé et la molécule 
cible, un ensemble de liens covalents similaires sera reformé. L'impression 
moléculaire dite « covalente» a conduit à des matériaux très sélectifs [74-76]. 
d 
Templato 
1: ...... 111_"'" 
.................................... 
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. r.m",.l. 1 •. _00) 
Figure 10 : Impression moléculaire via une approche covalente.[77] 
Les deux types d'approches, covalente et non covalente, possèdent des 
avantages et des inconvénients. Le choix de la meilleure méthode dépendra donc 
fortement de facteurs variés, du contexte et des besoins, par exemple le type de 
molécule cible considéré, le temps alloué à la préparation des matériaux imprimés, 
la sélectivité désirée. 
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L'approche covalente est souvent supérieure à l'approche non covalente en 
terme de précision dans l'impression. C'est une méthode attrayante à condition de 
pouvoir éliminer facilement le gabarit après la synthèse de l'empreinte et de 
favoriser, pendant le processus de reconnaissance, la formation des, liaisons 
covalentes avec la molécule cible. Cependant, les synthèses de dérivés 
polymérisables spécifiques de la molécule cible sont souvent longues et difficiles 
(peu économique), il existe un nombre limité de liaisons covalentes réversibles 
disponibles, et la vitesse de complexation / décomplexation est généralement lente. 
On doit en effet passer par des ruptures et des formations de liaisons covalentes. 
L'approche non covalente est facile à mettre en œuvre et applicable à une 
large gamme de gabarits. Le gabarit est le plus souvent éliminé sans problèmes et 
les interactions réversibles avec le substrat à reconnaître sont rapides. Un ~xcès de 
monomères fonctionnels est souvent nécessaire pour assurer la saturation des sites 
de complexation de ce dernier pendant la polymérisation. En contrepartie, un taux 
considérable de groupements fonctionnels est incorporé aléatoirement, produisant 
des sites de complexation non spécifiques dans le polymère final. Par ailleurs, 
l'adduit monomère=gabarit formé est labile et non stœchiométrique, et sa stabilité 
dépendra fortement des conditions de polymérisation. 
Des méthodologies qui combinent à la fois les avantages de l'approche 
covalente (structure et interface bien définie entre monomère et gabarit) et les 
avantages de l'approche non covalente (adsorption/désorption rapide de la 
molécule cible) ont été développées il y a quelques années par Whitcombe [78, 
79]. Le polymère est préparé selon une procédure d'impression covalente, mais la 
reconnaissance de la molécule cible se fait via des interactions non covalentes. 
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Dans l'exemple représenté figure Il, l'ester carbonate 1 fonctionne comme un 
dérivé covalent du cholestérol (molécule cible), mais en même temps il est 
efficacement clivé avec perte de CO2 pour donner un site de reconnaissance non 
covalent de type phénolique. La reconnaissance du cholestérol par ces sites 
phénoliques se fera via des liaisons hydrogène dans des solvants non polaires. 
ElllM."Ii!1t 
------, ----.. 
ttt'l1ir"ll,tuil]'I"Q.6S,"C 
Figure 11 : Impression moléculaire du cholestérol utilisant à la fois une 
approche covalente et une approche non covalente.[78] 
Dans le procédé d'impression moléculaire, la structure de la matrice est 
également cruciale pour conserver la mémoire de la fonne de la cavité et du 
positionnement des fonctions. Elle peut être orgamque ou inorganique, pourvu 
qu'elle possède les propriétés suivantes: 
-Une grande rigidité du réseau permettant la rétention de la forme de la 
cavité après le retrait du gabarit. 
-Une bonne accessibilité à l'ensemble des sites de reconnaissance, 
-Une stabilité mécanique suffisante pour sa mise en forme dans les 
applications comme la chromatographie, les capteurs membranaires, la catalyse, 
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-Une haute stabilité thermique pour accélérer les processus de 
reconnaissance. 
En général, la matrice est obtenue par polymérisation de monomères de 
bases, d'agents de réticulation et de monomères fonctionnels en présence de la 
molécule cible. Tous les types-de polymérisation peuvent être utilisés (radicalaire, 
"anionique, cationique et condensation), l'important étant la stabilité des 
composants mis en jeu. En particulier, il faudra veiller à maintenir intactes les 
interactions monomères fonctionnels-gabarit, notamment l'approche non 
covalente. 
Outre leur possibilité de - fonctionnalisation multiple, les polymères 
organiques ont l'avantage d'apporter, par leur nature, une certaine flexibilité 
mécanique, paramètre requis pour la cinétique de la complexationl décomplexation 
de la molécule cible (abaissement de l'énergie d'activation du processus). 
Cependant, ils présentent certains inconvénients, comme l'hétérogénéité des sites 
affectant la sélectivité et une modification de forme de leurs cavités selon la 
polarité du solvant. Les matrices inorganiques sont, quant à elles, beaucoup plus 
rigide par" nature et robustes, elles supportent des conditions réactionnelles 
beaucoup plus sévères et plus adaptées aux exigences industrielles(températures et 
pressions élevées, solvants organiques, réactifs). 
La synthèse des polymères organiques imprimés nécessite la présence 
simultanée de monomères fonctionnels polymérisables (associés au gabarit), 
d'agents réticulation et de solvants appropriés pour la polymérisation et 
l'extraction ultérieure du gabarit. (Figure 12) . 
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Monomères fonctionnels 
OH 
N 
o 
Acide métacrylique 4-vinyl pyridine 
Monomères réticulants 
o 
O~ 
. 0 
o 
Éthylène glycol diméthacrylate (EDMA) N, N'-méthylène diacrylamide 
Initiateurs radicalaires 
N, N'-azobic (isobutyronitrile) (AIBN) 
Figure 12 : RéaCtifs usuels pour l'impression moléculaire de polymères 
organiques. 
La polymérisation radicalaire est la plus corrimunément utilisée, mais cela 
n'exclut pas les autres types de polymérisation (cationique ou anionique). En 
premier lieu, ce qui importe est que l'intégrité structurale de l'assemblage 
monomère-gabarit soit préservée au cours du. processus de polymérisation. En 
second lieu, un haut degré de réticulation est nécessaire pour assurer la rigidité du 
• 
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réseau polymérique après l'élimination du gabarit et pour conserver non seulemen~ 
la forme de la cavité, mais aussi l'arrangement des points de complexation. Le rôle 
du solvant est également déterminant. La présence d'un solvant porogène dans le 
mélange de polymérisation va conduire à la création de structures méso- ou 
macroporeuses, ce qui facilitera d'une part l'élimination du gabarit et d'autre part 
l'accessibilité à tous les sites de reconnaissance. De plus, le solvant peut intervenir 
de façon cruciale dans les interactions qui lient le monomère fonctionnel au 
gabarit, puisqu'il module par sa polarité la force des interactions non covalentes. 
Pour l'impression moléculaire par liaison covalente, le choix de la liaison 
covalen.te qui va se fixer le monomère fonctionnel au gabarit est un paramètre clé 
du succès de cette approche. Les critères à satisfaire, qui semblent a priori 
antinomiques, sont la stabilité et la réversibilité des interactions. Les liaisons 
covalentes doivent, en effet, être clivées après la synthèse dans des conditions 
douces sans endommager le polymère imprimé. Les interactions covalentes 
disponibles, dont quelques exemples ont été rassemblés dans le tableau 2, incluent 
entre autres les esters d'acide boronique et de carbonate, les acétals, les bases de 
Schiff, les liaisons disulfures, etc . 
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Groupement fonctionnel Site d'ancràge du Type de liaison 
polymérisable gabarit <, 
" 
~ 
'; . 
" ' 
Acide boronique 4-vinyl phényl Diol Ester d'acide 
boronique 
Amine Aldéhyde Base de Schiff 
Diol Cétone Cétal 
Acide acrylique Amine Amide 
Acide acrylique Alcool Ester 
Carbonate 4-vinyl phényle Alcool Ester 
Cobalt chélaté Acide aminé Chélate 
Thiol Thiol , disulfure 
Tableau 2 : Exemples d'interactions covalentes utilisées pendant le processus 
d'impression [61,63]. 
Dans l'impression moléculaire par liaison non covalente, cette approche a 
priori plus simple, il suffit de combiner les monomères fonctionnels avec le gabarit 
désiré et de les copolymériser en présence d'un agent réticulant. Les adduits 
monomères/molécule cible formés in situ et spontanément par des interactions non 
covalentes sont ensuite figés par polymérisation dans une structure polymérique. 
Parmi les différents types d'interactions non covalentes disponibles (tableau 3), les 
liaisons hydrogène demeurent le choix le plus approprié pour une reconnaissance 
précise, dans la mesure ou ce type de liaison dépend fortement de la distance et de 
l'orientation des réactifs mis en jeu . 
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Cette technique est à l'heure actuelle appliquée à une très large gamme de 
molécules cibles, notamment des produits phannaceutiques, des herbicides, des 
substances biologiquement actives, qui ont, toutes, la particularité de posséder des 
groupements polaires (hydroxyle, carboxylique, amide, amine,etc.) requis dans ce 
type d'interactions non covalentes. 
1 GroupeDlent. fonctionnel Site d'ancrage du gabarit 
polymérisable 
Interaction électrostatique 
Acide acrylique Amine 
Acide itaconique Amine 
Acide sulfonique Amine 
4-vinyl pyridine Amine 
Liaison hydrogène 
Acide acrylique Amine 
4-vinyl pyridine Amine 
Liaison hydrophobe 
Pigments Acide carboxylique 
Tableau 3 : Exemples d'interactions non covalentes utilisées pendant le 
processus d'impression. 
La création d'empreinte dans des matériaux synthétiques, orgamques ou 
inorganiques, a maintenant atteint un degré de sophistication élevé tant au niveau 
de la compréhension des processus mis en jeu que des propriétés des matériaux 
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obtenus. Cependant, l'impression moléculaire continue d'être développé dans des 
directions de plus en plus nombreuses. 
On peut conclure, à partir de tous ces avantages, de la diversité, de la 
spécificité, de la fiabilité et surtout du bas coût qu'offrent les polymères à 
empreinte moléculaire qu'ils se placent comme notre meilleur choix pour obtenir 
une détection fiable et spécifique pour chaque antibiotique. 
Une autre approche qui a été retenue pour ce travail de maîtrise, et qui est 
tout à fait originale, c'est de faire des MIP à partir de polymères déjà construits, en 
l'occurrence des polyesters et .plus précisément l'acide polylactique (PLA) 
fonctionnalisé. La polymérisation est faite au préalable et l'empreinte est produite 
par un mécanisme strictement physique. L'acide polylactique (PLA) est un 
polymère biodégradable, thermoplastique, aliphatique dérivé de ressources 
renouvelables. Le PLA est l'un de ces polymères, dans lequel les longues 
molécules filiformes sont construites par la réaction du groupement acide d'une 
molécule d'acide lactique sur le groupement hydroxyle d'une autre pour donner 
une jonction ester [80-86]. Lors de la dégradation dans le corps, la réaction se fait 
en sens inverse et l'acide lactique ainsi libéré est incorporé dans le processus 
métabolique normal. On obtient un polymère plus résistant en utilisant l'acide 
glycolique soit seul, soit combiné à l'acide lactique. (Figure 13) 
• 
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HPylo 
y~l 
o 
Lactide 
Catalyst+ 
Heat 
.. 
Polylactide 
Figure 13 : Polycondensation du lactide par ouverture de cycle 
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Les polymères de la famille des PLA· auxquels on a greffé divers 
groupements fonctionnels se sont avérés très utiles dans le domaine 
pharmacologique, plus précisément en ce qui a trait au ciblage spécifique de 
médicaments. En effet, l'ajout de certains groupements fonctionnels permet 
d'obtenir un ciblage très spécifique envers l'organe ou le tissu à traiter. De plus, 
cela permet d'avoir un meilleur contrôle sur la libération du médicament. Étant 
biodégradable, le PLA peut être utilisé lors de la sYll;thèse de bio-plastiques. Il peut 
également servir de remplacement aux matières plastiques provenant de sous 
produits· pétrochimiques, qui sont très largement utilisées de nos jours et 
contribuent énormément à la pollution. [87-89] 
Ce n'est que depuis quelques années, que l'on a commencé à utiliser le 
PLA a des fins biomédicales ou pharmaceutiques. En' effet, le PLA peut être utilisé 
pour fabriquer une matrice polymérique sur laquelle on peut greffer différents 
groupements chimiques: ces groupements (ou fonctions) chimiques sont 
. responsàbles des propriétés pharmacologiques et/ou biologiques du polymère. Le 
PLA est actuellement: employé dans un certain nombre d'applications 
biomédicales, telles que des sutures en chirurgie, des médias de dialyse et des 
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. dispositifs de la livraison de drogue, mais il est également évalué comme matériel 
pour l'ingénierie tissulaire. 
La figure 14 représente les interactions attendues entre le PLA greffé avec 
des groupements fonctionnels et la tétracycline. Les liaisons d'hydrogène possible 
entre les différents groupements Jonctionnels greffés sur le PLA avec la 
tétracycline. On assume aussi que la présence du groupement phényle viendrait se 
superposer avec ·le cycle aromatique de la tétracycline par des interactions non-
polaires. Par contre, la présence des groupements fonctionnels COOH formeront 
des liaisons non covalentes produisant ainsi une sorte de matrice autour de la TC 
avec des sites de liaisons spécifiques . 
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Figure 14: Schéma représentant les liaisons hydrogène possible avec la TC en 
utilisant du PLA-COOH et du PLA-OBn 
/ 
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Hypothèses et objectifs 
Hypothèse: l'utilisation des polymères à empreintes moléculaires 
améliorerait la fiabilité des épreuves de dépistages des résidus des antibiotiques 
dans le lait. Pour ce faire, on va retenir deux approches pour synthétiser les MIP. 
Une de ces approches se base sur les méthacrylates. Cette technique de type « non 
covalente» fonne de bonnes liaisons ioniques et hydrogènes stables avec 
différents groupements amines, amide ou d'autre groupement carboxyliques 
présents sur les différentes classes des antibiotiques. L'autre approche serait de 
produire des MIP à partir des polyesters. En utilisant le PLA greffé avec différents 
groupements fonctionnels (technique développé dans notre laboratoire)[90], ces 
polyesters deviennent des polymères robustes, insolubles dans l'eau et beaucoup 
plus rigide que les méthacrylates ce qui s'avère un excellent choix. 
Nos objectifs sont: 
1- Synthétiser les polymères à empreintes moléculaires (MIP). 
2- Mettre au point une. méthode de validation des résidus des tétracyclines 
pour comparer les deux approches. 
3- Une détection visuelle de la présence de ces résidus des -antibiotiques 
dans le lait grâce à une méthode colorimétrique ou en se basant sur la 
tluorescence . 
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Matériels et méthodes: 
Tous les matériaux sont fournis par Sigma Aldrich (Ontario, Canada) et les 
solvants par le Laboratoire MAT INC. (Montréal, Canada). 
1. L'approche avec les méthacrylates: 
Le solvant, diméthylsulfoxyde (DMSO) sert de solution porogène (on veut 
obtenir un gel le plus poreux possible pour favoriser l'accessibilité des sites de 
reconnaissance créés) et de milieu de dissolution pour l'OxTC; l'acetonitrile 
(AeN) est utilisée dans le cas ~e la TC. 
1.1 Préparation des MIP avec la TC : 
Dans un ballon de 50 ml, 1.16 mmol de tétracycline, 9.28 mmol de l'acide 
méthacrylate (MAA),46.41 mmol de l'agent de réticulation l'éthylène glycol di-
méthacrylique (EGDMA) en présence de 1.02 mmol du catalyseur radical aire 2,2'-
azobisisobutyronitrile (AIBN) sont dilués dans 13.33 ml d'acétonitrile. Cette 
solution est mise dans un bain de glace et scellée sous azote pour 15 min, puis 
placée dans un bain à 60°C pendant 8h (durée de la polymérisation). Ensuite le 
polymère obtenu est humidifiée et tamisée (150 J..lm) en utilisant l'acétone pour 
obtenir de petites particules de polymère qui· faciliteront . le test 
chromatographique. 
1.2. Préparation des MIP avec l'OxTC : 
Dans un ballon de 50 ml, 1.16 mmol cl' oxytétracycline, 9.28 mmol de 
MAA, 46.41 mmol de l'EGDMA avec 1.02 mmol de AIBN sont dilués dans 
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13.33 ml de diméthylsulfoxyde (DMSO). Cette solution est mise dans un bain de 
glace et scellée sous azote pour 15 min, puis placée dans un bain à 60°C pendant 
8h (durée de la polymérisation). Ensuite le polymère obtenu est humidifiée et 
tamisée (150 J..U11) en utilisant l'acétone pour obtenir de petites particules de 
polymère qui faciliteront le test chromatographique. [48] 
On va également synthétiser un «non-imprinted· polymer» (NIP) en 
parallèle comme contrôle sous les mêmes conditions de travail, basé sur MAA 
(9.28mmol) et EGDMA (46.41mmol) avec ACN (13.33ml) comme solvant 
porogène. 
Le gel résultant est broyé en fines particules et la TC ou OxTCextraite par 
des lavages intensifs dans une solution Acétonitrile/ Acide acétique glacial/eau 
(92.5mll 5ml! 2.5ml). Le re-largage après 24h de l'antibiotique est suivi par 
dosage HPLC. Une fois l'antibiotique indétectable, les particules sont séchées sous 
vide . 
•
. ", 
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2. La nouvelle approche: des MIP préparés avec des polyesters 
La synthèse de ces polymères permet d'obtenir plusieurs fonctions, que ce 
soient: carboxyle, hydroxyle par oxydation du groupe allyle ou par greffage avec 
l'ajout de groupements amine ou phényle. 
2.1 Synthèse du PLA-allyl 
o 0 CH, 0 ( 
+ 0 • 
H3C 0 0 PLA 0 PLA f 180·C (» 6 heures) .#. '0 
3,6-Diméthyl-l,4-dioxane Glycidyl éther 
-2,S-dione «((dilactide») d'allyle PLA-allyl 
o 
Figure 15 : Réaction de polymérisation du 3,6-diméthyl-l,4-dioxane-2,5-dione 
en PLA-allyl 
1) Mettre le SnP14 (Tétra phényle étain) dans un creuset avec un ratio (1 :10 
000) par rapport au 3,6-diméthyl-l,4-dioxane-2,5-dione et mélanger; 
2) Mettre le mélange préparé à l'étape 1 dans un ballon à fond rond de 250 
ml; 
3) Ajouter du toluène Ouste assez pour que le produit soit totalement 
submergé) ; 
4) Évaporer le toluène à l'aide d'un évaporateur rotatif (140 rpm, 45°C) ; 
5) Mettre le ballon à fond rond de 250 ml dans un dessiccateur contenant du 
P2Ü5 (pentoxide de phosphore) pour la nuit; 
6) Prendre le ballon à fond rond de 250 ml contenant le 3,6-diméthyl-l,4-
dioxane-2,5-dione + SnP14 ; 
) 
7) Ajouter le volume calculé de glycidyl éther d'allyle dans le ballon; 
8) Purger le ballon de 250 mL avec de l'argon (répéter cette étape 3 fois) ; 
9) Préchauffer le bain de paraffine et le régler à 1800 e ; 
10) Laisser réagir pendant environ 6 heures; 
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Il) Une fois refroidi, mettre le ballon à fond rond dans un dessiccateur 
contenant du P2Üs (pentoxyde de phosphore), faire le vide et le laisser pour 
la nuit; 
12) Dissoudre le produit dans environ 100-125 ml d'acétone 
13) Récupérer le PLA-allyl dans un grand volume d'eau; 
14) Mettre le produit obtenu dans un dessiccateur contenant du P2ÜS 
(pentoxyde de phosphore) et faire le vide 
2.2 Synthèse du PLA-OH: Hydroboration d'un alcène 
PLA 
PLA-allyl 
Hydroboration 
l' BH3' THF 
THF,O'C Je 
2' NaOH (3N), H
2
0". . . 
H202 (30%) PLA " 0 
o 
PLA-OH 
Figure 16 : Réaction de synthèse du PLA-OH 
PLA 
1) Dissoudre la quantité voulue de PLA-allyl dans 300 ml de THF dans un 
ballon à fond rond de 2 1 ; 
2) Ajouter au ballon à fond rond de 21 lé volume calculé de BH3·THF lM, 
goutte à goutte; (1 équivalent de BH3·THF lM par 1 % de groupement 
allyle) 
3) Laisser réagir pendant environ 2 heures; 
( ) 
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4) ,Une fois les 2 heures écoulées, ajouter respectivement les volumes calculés 
de H20, de la solution de NaOH 3N (hydroxyde de sodium) et de H20 2 
30% (peroxyde d'hydrogène) ; 
5) Après 1 heure, ajouter 300 ml de H20 au produit obtenu à l'étape 4, puis 
évaporer le mélange réactionnel à l'aide d'un évaporateur rotatif (160 rpm 
et T = 45°C); 
6) Dissoudre le produit obtenu dans, 50 ml d'acétone; 
7) Ajouter 100 ml de H20 au liquide obtenu à l'étape 6, et évaporer l'acétone 
à l'aide de l'évaporateur rotatif (160 rpm et T = 45°C) ; 
8) Mettre, le produit obtenu dans un dessiccateur contenant du P205 
(pentoxyde de phosphore), faire le vide et laisser pendant la nuit 
2.3 Synthèse du PLA-COOH : Oxydation de Jone's 
o 
Oxydation de Jones 
PLA PLA 
PLA-OH 0 PLA-COOH 0 
Figure 17 :' Réaction de synthèse du PLA-COOH 
1) Dissoudre la quantité voulue de PLA-OH dans 500 ml d'acétone dans un 
ballon à fond rond de 2 1 ; 
2) Ajouter, goutte à goutte, le réactif de Jones; (2 équivalents d'oxyde de 
chrome VI (Cr03) pour du PLA-OH 1 %,) 
3) Laisser réagir pendant environ 3 heures; 
4) Après les 3 heures, ajouter environ 30 ml d'isopropanol (i-PrOH) afin 
d'arrêter la réaction (l' isopropanol va: détruire le réactif de Jones); 
) 
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5) Ajouter 500 ml de la solution de HCI 1 N et évaporer le mélange 
réactionnel à l'aide de l'évaporateur rotatif (190-200 rpm et T = 45°C); 
6) Après environ 3 heures, vider le liquide restant dans le ballon dans le bac 
de récupération des acides; 
7) Dissoudre le gel jaunâtre dans 50 ml d'acétone; 
8) Ajouter 125 ml d'eau distillée; 
9) Évaporer l'acétone à l'aide de l'évaporateur rotatif (160 rpm et T = 
45°C) ; 
10) Mettre le produit obtenu dans un dessiccateur contenant du P20 S 
(pentoxyde de phosphore), faire le vide et laisser pendant la nuit. 
2.4 Synthèse du PLA-COCI (chlorure d'acyle) 
PLA 
PLA-COOH 0 
Chlorure de thionyle 
SOCI2 
Tambiante 
o 
PLA-COCI 0 
Figure 18 : Réaction de synthèse du PLA-CO Cl 
1) Dissoudre 500 mg de PLA-COOH dans 5 ml de chloroforme (CHCh); 
PLA 
2) Mettre 5 ml de chlorure de thionyle (SOCh) dans un ballon à fond rond de 
100 ml; 
3) Ajouter, goutte-à-goutte, la solution obtenue à l'étape 1 dans le ballon; 
4) Laisser réagir pendant environ 2 heures; 
5) Évaporer le solvant à l'aide de l'évaporateur rotatif (145 rpm et T = 
40°C) ; 
6) Mettre le produit obtenu dans un dessiccateur contenant du P20S 
(pentoxyde de phosphore), faire le vide et laisser pendant la nuit 
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° .l' 1° BH3,THF ~ H3CXOXO Snph4 PLA'o~O~PLA THF, DoC + ° • • \CH2 180°C 2° H20, NaOH, ° ° CH3 H202 
0 (1 ) 
H) 
Jones 
H~O 
SOCI2 
C~O 
PLA'o~O~PLA • PLA'o~O~PLA • PLA,o~o1PLA acetone, DoC 
0 0 0 
(2) (3) (4) 
Figure 19: Synthèse du PLA greffé avec des différents groupements 
fonctionnels. 
On peut par la suite ajouter des groupements fonctionnels par greffage sur 
la fonction chlorure d'acide (Figure 19). Dans le cas des MIP, on greffera un 
groupement phényle par la suite. 
2.5 Synthèse du PLA-OBn (Benzylation) 
À une solution de 110 mg de polymère 4 dans du chloroforme sont ajoutés 
100 ml d'alcool benzylique, 100 ml de pyridine et la mg de DMAP. Le mélange 
réactionnel est agité durant 3 h, puis neutralisé avèc du HCI IN. Le produit est 
récupéré par élimination par évaporation du chloroforme en présence 
d'eau.(Figure 20). Ce polymère a été caractérisé grâce à une étude de résonànce 
magnétique nucléaire de type H pour détecter les différents groupements existants 
ainsi que de s'assurer de la présence du groupement benzyle. Pour la masse 
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moléculaire, elle a été calculer à l'aide d'une chromatographie sur gel perméable. 
[90] 
BnOH 
C;rO Bn~O 
+ 0 .. 0 
PLA O~O PLA PLA O~O PLA 
0 5% ·0 5% 
Figure 20 : Benzylation du polymère PLA-COCI 
2.6 Préparation des MIP de PLA 
Pour l'approche avec les polyesters, on a retenu une méthode avec le 
séchoir par nébulisation du type Büchi B-290. Les conditions étaient les 
suivantes: 250 mg de PLA 5% + 200 mg de PLA-OH + 200mg de PLA-COOH 
+200 mg de TC dans 100 ml d'acétone (milieu de dissolution du PLA)+ 100 ml de 
méthanol (milieu de dissolution de la TC hydrochloride). La température d'entrée 
était de 50 oC, l'aspiration à 90% et la pompe à 30%. L'utilisation d'un co-solvant 
est due à l'absence d'un milieu de dissolution commun entre la TC et le PLA. 
3 . Méthode HPLC 
Maintenant pour avoir une idée de notre polymère, de sa sélectivité et de 
son affinité, il faut un test. Nous avons choisi d'utiliser une technique de 
séparation et dosage par HPLC (Waters 717 Autosampler avec une interface 
Hitachi D7000, et Waters 616 Pump, Milford, Massachusettes ) sur une colonne 
Hyperclone C8 de 51lm BDS 130A, 150x4,6 mm (Phenomenex, Canada) avec un 
( ) 
55 
détecteur UV -vis (Waters 486 tunable absorbance detector, Milford, 
Massachusettes ). [91-97] 
Les conditions de séparation sont·: phase mobile isocratique composé de 
O,OlM d'acide oxalique/ méthanol/ acétonitrile dans des proportions de 
60%/25%/15% avec un débit de Iml/minute et une longueur d'onde de détection 
UV de 350nm. Les courbes de calibration sont tracées de Img/L jusqu'à une dose 
de 50 Ilg/l, sachant que la norme actuelle de résidus acceptée est de 100 Ilg / kg de 
viande ou de lait. 
4. Méthode du test de rétention dans l'eau: 
Les MIP de TC amSI que les NIP ont été lavés avec un mélange 
acénonitrile/ eau! acide acétique (92.5/2.5/5) v/v/v. Il y a deux méthodes de 
lavages: 
- La première consiste à prendre des tubes de 15 ml, on met 50 mg de MIP 
avec 13 ml de la solution de lavage, on agite sous vortex pendant 10 min. L'étape 
suivante consiste à mettre les tubes dans une centrifugeuse à 3000 g, à une 
température stable de 20°C pendant 15 min. On récupère le surnageant, on prend 
un échantillon qu'on fait passer dans l'HPLC pour une détection de TC. 
L'opération doit être répétée, 6 fois jusqu'à la disparition du pic détectable. Les 
NIP ont subi la même opération. 
: L'autre approche consiste à remplir avec les MIP une colonne de garde de 
5cm (Superlco, Bellafonte, USA) puis de faire passer la solution de lavage dan.s le 
système à un débit de 1 ml/min. Cette méthode est plus simple car on peut observer 
( î 
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la variation du taux de la TC des MIP directement sur l'écran du système. 
L'opération dure à peu prés 3 heures jusqu'à ce que la courbe soit linéaire et 
avoisinante le zéro. Les NIP ont soumis aux mêmes conditions. Cette méthode est 
plus avantageuse que la première. 
5. Méthode du test de rétention avec du lait: 
Pour cette étape, on utilisera toujours les MIP lavés ainsi que des NIP 
pà!parés dans les mêmes conditions. On procède comme suit :. 5 ml de lait sont 
mélangés avec 5ml d'acetonitrile en présence de 1 mg de TC. Après agitation, on 
laisse reposer pendant 10 minutes à température ambiante. Ensuite, on centrifuge 
la solution pendant 20 minutes à une vitesse de 5000 g. Le surnageant est par la 
suite transféré dans des flacons. L'opération est répétée plusieurs fois afin d'avoir 
assez de cette solution. 110 mg des MIP lavés préalablement avec la solution de 
lavage sont incubés dans 20 ml de lait pendant 24 h. Les NIP sont soumis aux 
mêmes conditions. 
Pour la détection avec 1 'HPLC, on utilise la même phase mobile que pour 
la courbe de calibration, avec un débit de 1ml/min et une longueur d'onde de 350 
nm. 
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Résultats et discussions: 
----) 
L'approche des Méthacrylates: 
l.Dosage de la TC et OxTC par HPLC 
Les solutions étaient préparées à partir de TC/OxTC avec la phase mobile. 
L'eau n'a pas permis d'obtenir des courbes de calibration acceptables. On a fait 
des solutions à partir de tg/l. Étant donné qu'avec des solutions d'ordre 19/1 et de 
O.5g/l, les valeurs obtenues par l 'HPLC était trop grande, on a procédé à leur 
élimination. La figure 21 représente la courbe de calibration final. 
Tc calibration 
16000 
14000 
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-2000 
concentration 1-19/1 
Figure 21 : Courbe de calibration de la tétracycline et l'oxytétracyline 
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On a procédé à des tests de vérifications afin d'être satisfait de la courbe de 
calibration. Pour ce faire, on a pris une solution de TC avec une concentration 
\ 
connue ( 275 Ilg/l) qu'on a fait passé dans la colonne d'HPLC, et après projection 
de son aire sur la courbe d'étalonnage, on a obtenu une valeur de 274 Ilg/l, ce qui 
démontre qu'on peut se fier à notre courbe de calibration. 
Pour cette étude, l'évaluation chromatographique a été faite pour avoir une 
idée sur l'effet de l'impression moléculaire des polym~res. k' (facteur de capacité) 
représente le ratio entre le temps de rétention de la TC sur le temps de rétention 
des MIP de TC. Cette technique est souvent utilisée dans l'HPLC. Par la suite, 
cette valeur peut aider à calculer l'équilibre thermodynamique. Pour cela, 100 III 
d'une solution de lOmM de TC dans l'acétonitrile ont été injectés dans une 
colonne chromatographique contenant des MIP de TC. La. solution de TC a été 
injectée sur une autre colonne contenant des NIP. Après le calcul du facteur de 
capacité, on a A' ~ = l 22 et k' TC = 0: 29. De ces résultats, on a déduit que 
TCMIP' NIP 
les MIP de TC ont une affinité plus grande pour la tétracycline que les polymè,res 
de contrôle. Le facteur d'empreinte (qui est le ratio entre facteur de capacité des 
MIP sur le facteur de capacité des NIP) a été calculé aussi 
k' TC 
IF = TCMIP = 4. Ce qui indique un bon effet d'impression pour MIP TC. 
k' TC . 
NIP 
2.Test de rétention dans l'eau: 
Pour tester l'efficacité de la reconnaissance des MIP, une solution de 
concentration 10 mM de tétracycline est incubée sous agitation pendant 24 heures, 
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des échantillons sont récupérés au fur et à mesure (toutes les 8 heures) afin 
d'observer la quantité restante de tétracyclines dans le mélange. La méthode de 
quantification est assez simple, la solution de 10 mg/ml est injectée dans 
l'HPLC.(Figure 22) La courbe résultante servira de référence pour calculer le taux 
de rétention du prélèvement final (à 24h). 
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Figure 22 : Schéma représentant l'intensité en fonction du temps pour une 
solutio'n de TC 10 mgll. 
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Figure 23: Schéma représentant l'intensité en fonction du temps après 
incubation de 24h des MIP dans la solution de tétracycline. 
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La figure 23 représente la courbe de rétention après avoir incubé 100mg de 
MIP TC et NIP (figure 24) avec 20 ml de la solution de TC à 10 mg/ml. Après des 
calculs, le taux de rétention est d'approximativement 85%. 
Pour avoir une idée s,ur la spécificité des sites d'interactions, les NIP 
subiront les mêmes conditions (incubation pendant 24h, lavage, test HPLC). Un 
prélèvement a été effectué après 24h d'incubation dans la même solution de 
tétracycline. La figure 24 représente le résultat. 
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Figure 24 : Schéma représentant l'intensité en fonction du temps après 
incubation de 24h des NIP dans Ja soJution de tétracycJine. 
On peut observer la différence entre le taux de rétention des MIP en 
comparaison avec les NIP. Après le calcul (même formule de calcul), on trouve un 
, taux de rétention de 25%. 
Cette valeur est très importante car elle permet de tirer une conclusion 
assez intéressante. Avec les MIP TC dont le taux de rétention est de 85%, on a en 
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fait 70.6% des liaisons fonnées qui sont très spécifiques tandis que les 29.4% 
restantes sont peu ou non spécifiques. Ces valeurs démontrent qu'à peu près le tier 
(113) des sites d'interactions disponibles est ou peut être occupé par d'autres 
molécules que la tétracycline. Il est bien connu que la rétention des composés sur 
les MIP est due à des interactions spécifiques et non-spécifiques. Ainsi, on a pensé 
qu'un lavage approprié pourrait enlever ou diminuer le nombre des liaisons non-
spécifiques fonnées tandis que la tétracycline resterait liée spécifiquement sur les 
MIP. 
Plusieurs solvants organiques comme l'acétate d'éthyle, l'acétonitrile, le 
dichloro-méthane (DCM), le toluène, l 'hexane et le chlorofonne ont été envisagés 
comme solvants de lavage. Quand l'un de ces solvants a été utilisé (à part 
l' acétonitrile), les interactions non-spécifiques entre la tétracycline et les MIP TC 
et NIP n'ont pas été éliminées. On a peut-être réussi à dégager plus de sites 
spécifiques de liaisons mais sans augmenter le taux de rétention des interactions 
spécifiques. 
Le broyage des MIP afin d'en extraire la TC pourrait aussi expliquer la 
présence de. ces sites de liaisons non-spécifiques, car en broyant on peut détruire 
ou défonner quelques sites d'interactions spécifiques des MIP. Une autre étude 
démontre que .l'impression n'est pas basée seulement sur l'interaction entre les 
groupements fonctionnels des composés avec les sites de liaison dans les cavités 
du polymère, mais elle est basée aussi sur l'effet combiné de la complémentarité 
de la fonne et de la taille. Ce ci nous mène à conclure que la rétention de la 
tétracycline sur les MIP n'est pas basée seulement sur la reconnaissance spécifique 
et la fonne de la molécule cible mais aussi à l'absorption non-spécifique [98]. 
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Le lavage avec l' acétonitrile s'est avéré, par contre, très utile car on a 
réussi à enlever toutes interactions non spécifiques avec les NIP (figure 25). Ce 
résultat est d'une grande importance car à présent dans les 85% de rétention, tous 
les sites d'interactions sont spécifiques. 
Figure 25 : Schéma représentant l'intensité en fonction du temps après 
incubation de 24h des. NIP dans la solution de tétracycline suivie d'un lavage 
à l'acétonitrile. 
L'expérience sera répétée avec du lait dans lequel des quantités connues 
d'antibiotiques seront ajoutées pour tester l'efficacité des MIP dans des conditions 
d'utilisation courantes. 
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3. Test de rétention avec du lait: 
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Figure 26: Schéma représentant l'intensité en fonction du temps pour une 
solution de TC lOmgll dans le lait. 
La figure 26 représente l'intensité du signal de détection obtenu par 
l'HPLC en fonction du temps pour le lait avec la TC de concentration de 10 mg/l. 
Ceci juste pour avoir une base pour calculer. 
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Figure 27: Schéma représentant l'intensité en fonction du temps après 
incubation de 24h des MIP dans le lait contenant de la tétracycline. . 
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La figure 27 représente la courbe de rétention de la TC par les MIP dans le 
lait. On constate que le taux de rétention est un peu plus faible mais toujours bon, 
il est de l'ordre de 81 %. Pour avoir une idée sur le nombre des sites des 
interactions spécifiques, on effectuera le test sur les NIP. 
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Figure 28 : Schéma représentant l'intensité en fonction du temps après 
incubation de 24h des NIP dans le lait contenant de la tétracycline. 
Dans cette figure 28, on peut constater un léger déplacement vers la droite 
du pic. La cause reste encore inconnue, mais on présume qu'il y a des interactions 
entre le lait .et les NIP. qui ont retardé le pic de 0.3 min. Le test a été répété 3 fois, 
mais on obtient toujours le même résultat ce qui valide ce fait. Ce retardement 
pourrait être· causé entre autres par la présènce des matières grasses et des 
protéines, mêmes en quantités infimes (ce qui n'est pas le cas dans le lait, car ils 
représentent des quantités importantes), qui pourraient retarder la détection des 
NIP sur l'HPLC. Il y a entre autres des peptides qui sont susceptibles de se lier aux 
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différents sites d'interactions. Il faudrait approfondir ces paramètres dans le cas du 
développement des MIP afin de bien caractériser le produit final. 
Après le calcul, on trouve que le taux de rétention est de 29%. On a soumis 
le lait aux mêmes conditions de lavage av~c les différents solvants qu'on avait' 
utilisés dans l'étape de la détection dans l'eau. Les résultats sont identiques. 
Alors, dans les 81% de rétention avec les MIP, 65% de sites d'interaction 
spécifiques et ,35 % sont peu ou non spécifiques. Cela représente plus du tiers des 
sites d'interactions disponibles qui sont occupés par des molécules non-
spécifiques. On procède donc à 'un lavage avec un solvant. Après un lavage des 
NIP avec l'acétonitrile, tous les sites d'interactions non spécifiques sont libérés. 
(Figure 29): Ce qui mène à conclure que le taux de rétention de la tétracycline sur 
les MIP dans le lait est de 81 % dont 100% des sites d'interactions sont 
spécifiques. En ce qui concerne l'étude avec l'OxTC, les résultats sont proches de 
ceux avec la TC. (Avec une rétention de 82%). 
! 
!' 
.... 
a 
.. 
Il 
.. 
Figure 29: Schéma représentant l'intensité en fonction du temps après 
incubation de 24h des NIP dans le lait contenant de la tétracycline suivie d'un 
lavage à l'acétonitrile. 
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La nouvelle approche: des MIP préparés avec des polyesters 
Pour cette approche, On a pensé faire des particules de PLA + TC à l'aide 
du séchoir par nébulisation du type Büchi B-290. Après plusieurs essais pour 
optimiser les conditions de fonctionnement et de rend.ement, on a réussi à avoir 
des particules sphériques de taille entre 4 à 5 microns visibles aux microscopes. 
Le problème du rendement a été un grand obstacle pour cette approche 
avec le nébuliseur. En fait, pour avoir une quantité suffisante de produit final 
(approx-200-300mg) pour faire des tests, on devrait travailler avec de quantités 
telles 200g ou 300 g de PLA et de TC, ce qui augmente considérablement le coût 
de l'expérience et engendre une énorme perte de produit. Cependant à un niveau 
industriel, la nébulisation est une solution beaucoup plus rentable puisque les 
pertes se situent principalement au début du procédé. 
La figure 30 représente l'intensité en fonction du temps de la solution de 
TC dans les mêmes conditions d'HPLC que les méthacrylates. 
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Figure 30 : Intensité en fonction du temps de la solution de TC à 10mg/i. 
Après le passage des particules PLA-TC dans l' HPLC, il y a eu une 
rétention d'environ 35% (figure 31). Ce pourcentage était trop faible pour qu'on 
puisse continuer. Cette approche étant entièrement nouvelle et aucune ressource 
bibliographique n'a été trouvée dans la littérature. Le faible pourcentage de 
rétention est dû certainement au manque de site de liaisons spécifiques entre les 
groupements OH et COOH du PLA avec ceux de la TC. Dans ce sens de pensée, 
la' présence d'un groupement phényle, qui est un cycle aromatique, pourrait 
interagir avec ,les cycles aromatiques de la tétracycline par des liaisons entre 
groupement non polaire. li faut noter que le pharmacophore des tétracyclines 
comprend le cycle aromatique, les 3 autres cycles, certaines fonctions hydroxyles 
carbonyles et le groupement amine tertiaire, ce qui justifie l'intérêt des 
groupements carboxyliques et hydroxyles du polymère qui peuvent f9rmer des 
liaisons hydrogène avec les groupements acides fonctionnels des TC. Il est donc 
probable qu'une légère augmentation de PLA-COOH entre autres augmente 
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encore le nombre des sites d'interactions spécifiques. Dans le futur, on pourrait 
également greffé sur le PLA une molécule possédant à la fois un cycle aromatique 
et un groupement aminé. De façon générale, la connaissance précise de la structure 
de la molécule à détecter permet de faire un design éclairé du MIP de façon à 
augmenter la liaison spécifique. 
On a donc décidé de synthétiser un PLA lié avec un groupement benzyle 
en espérant augmenter le nombre de site d'interactions spécifiques avec la 
tétracycline et ainsi augmenter le taux de rétention. Une fois le PLA-OBn 
synthétisé, on a procédé à un mélange 1/3 de PLA-OH, 1/3 de PLA-COOH et 1/3 
de PLA-OBn avec 200 mg de TC dans 100 ml d'acétone et 100 ml de méthanol 
comme solvant. Cette fois ci, on a procédé juste à une évaporation sous vide au 
. lieu d'utiliser le nébuliseur. Le résultat est présenté dans la figure 32. On a obtenu 
une poudre blanche poreuse avec des tailles de particules aux alentours de 5 à6 
!lm visibles au microscope. Le choix des proportions des différents PLA greffés 
dans ce stade précoce était aléatoire. D'autres 
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Figure 31 : Intensité en fonction du temps après incubati~n de 24h du PLA-
TC dans la solution de tétracycline. 
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Figure 32 : Intensité en fonction du temps après incubation de 24h du PLA-
TC dans la solution de tétracycline (deuxième essai). 
On peut observer que le taux de rétention à augmenter considérablement et 
il est passé de 35% à environ 55%. Ce résultat 'confirme que la présence du 
groupement phényle augmente le nombre de site d'interactions spécifiques avec la 
tétracycline. Ce résultat nous pousse aussi à continuer dans cette direction et qu'en 
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changeant les proportions des différents groupements du PLA greffé ou en 
ajoutant d'autres groupements fonctionnels sur le PLA, on réussira à améliorer le 
taux de rétention des résidus de tétracyclines. 
Mode de détection 
L'intérêt de ce projet était de produire une méthode de détection de la 
présence des résidus d'antibiotiques dans le lait assez simple et au pied de la 
vache. Maintenant pour la partie de la détection visuelle des résidus, qui constitue 
une partie importante et nécessaire pour ce projet, deux approches ont été retenues. 
À cause de la présence du cycle aromatique dans le pharmacophore de la 
tétracycline, une détection visuelle grâce à une lampe UV serait- un excellent 
choix. L'utilisation d'une lampe UV ne requiert pas de formation technique ou la 
présence d'un technicien pour voir une fluorescence, d'où l'avantage de cette 
nouvelle approche qui offre un résultat fiable et sur place. D'après la pharmacopée 
[31, 34], la tétracycline réagit aussi avec le chlorure de fer ce qui offrirait une 
détection colorimétdque,. La solution passant d'une couleur jaune à brune. Les 
tests ont été effectués sur des échantillons de tétracycline ayant des concentrations 
allant de 0 à 200 !lg/l. 
La solution avec le chlorure de fer a été préparée en 3 conc'entrations 
différentes lM, 2M et 3M. Après plusieurs essais, la détection colorimétrique, qui 
se manifeste comme une coloration grise de la solution, s'est avéré très efficace à 
partir d'une concentration de 150 I-lg/l. Pour des concentrations inférieures à 150 
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ilg/l, la quantité de tétracycline est tellement infime qu'il n'y a pas de 
changements de couleur et la solution reste claire. Avec la lampe UV, la détection 
(fluorescence) pouvait se faire pour une concentration de 50 J1g/l. Au-dessous de 
cette concentration, on ne pouvait plus observer de fluorescence. La lampe UV 
s'avère comme un outil de détection fiable et économique à la fois. Des auteurs 
ont montré qu'il était possible de· générer des MIP en utilisant une précipitation 
inter-faciale [99], d'autres en utilisant une électrode vitreuse de nafion[ 100, 10 1] 
(un copolymère de tétrafluoréthylène sulfoné, c'est à dire un ionomère) modifiée 
de carbone [50] mais toutes ces approches doivent se faire au laboratoire afin 
d'obtenir les résultats. 
Alors comment se passera la détection des résidus de TC dans le lait au 
pied de la vache? Tout d'abord, il faudra façonner ces MIP sous une forme stable 
et facile à utiliser par l'éleveur. Plusieurs méthodes de mise en forme se présentent 
comme d'excellents choix mais nous pensons qu'une présentation du produit sur 
une lamelle rendra l'utilisation facile pour les fermiers et les éleveurs. Des essais 
ont été déjà faits au sein de notre laboratoire, mais nous pouvons présenter aucun 
résultat concluant pour le moment. Dans le cas d'une lamelle, l'éleveur prendra un 
échantillon de lait de la vache qui a été traité par des tétracyclines et le laissera en 
contact avec la lamelle pour au moins 12h. Après ce temps, il n'a qu'à observer la 
lamelle sous une lampe UV. Dans le cas d'une fluorescence, il doit arrêter de traire 
la vache car la tétracycline n'est pas totalement éliminée de son organisme. Au cas 
d'une absence de fluorescence, le taux de tétracyclin~ dans ce lait est inférieur à 50 
J1g/l, cette valeur est inférieure à la LMR, donc le fermier continuera à traire la 
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vache. Cela présente une approche tout à fait simple, rapide, spécifique, 
économique et faisable au pied de la vache par des personnes n'ayant pas 
nécessairement besoin de formations professionnelles. 
73 
Conclusion : 
À la fin de ce travail, on a réussi à avoir un produit fiable, spécifique et bon 
marché avec l'approche des méthacrylates. Le problème de spécificité qui se 
posait comme problème au début de ce travail a été résolu. Dans un 
développement futur, on devra mélanger les MIP obtenus avec d'autres 
tétracycline comme la chlorotétracycline ou d'autres classes d'antibiotiques 
comme les sulfamides par exemple afin de bien étudier ces polymères et la 
spécificité. Concernant l'approche !lvec les polyesters greffés, les résultats sont 
très encourageants et il est vrai que le résultat devra être encore amélioré en 
optimisant les différentes proportions du type de PLA greffés utilisé dans le 
mélange. 
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